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【はじめに】













































て、ヒトの癌細胞においても ATG16L1 が GBP
の機能に重要であるかどうかを検討する目的





に位置する DNA 配列を標的とする gRNA1 と
最も遠位に位置する DNA 配列を標的とする
gRNA2 を設計した。gRNA1 と gRNA2 を Cas9
発現ベクターとともに HAP1 癌細胞株に遺伝
子導入し、クローン化した（図１A）。その内
ATG16L1 KO#5 と KO#12 について解析した
結果、通常であれば 43kb 離れているために走
らないはずの PCR が、gRNA1/gRNA2/Cas9 を
導入したクローンでのみ 0.4kb のバンドを生




と＃１２ともに gRNA1 の標的配列と gRNA2
の標的配列の中で切断され、結合していること











すことにより生じる LC3 の修飾及び LC3 の凝
集体の形成を指標に検討した（図１E）。まず
野生型細胞では栄養飢餓により LC3-II が生じ




が ATG16L1 欠損 HAP1 癌細胞株では完全に消
失していることが判明した。さらに栄養飢餓に
よる LC3 の凝集体の形成が野生型細胞では検
















も IFNγ 刺激依存的に GBP が原虫の周囲に蓄
積することを見出した（図２A）。この GBP の
動態に ATG16L1 が関与しているのかどうかを






ATG16L1 は GBP の動態に重要な役割を果たし
ていることが示唆された。次に HAP1 癌細胞株
における役割を解明する目的で CRISPR/Cas9




7 個の機能的な GBP と１個の偽遺伝子がタン
デムに並んでいるクラスターを形成している。
セントロメアから近位に存在する GBP3 の特
異的な DNA 配列を標的とする gRNA3 を設計、
また最も遠位に存在している GBP1 の偽遺伝子
座（GBP1-pseudo）の中の特異的な DNA 配列





（図 2E）。またこの PCR 産物の塩基配列を検討
した結果、gRNA3 と gRNA4 により標的とされ
た DNA 配列のそれぞれの断片が結合された配
列を有することが判明した。次に野生型およ
び GBP 欠損 HAP1 癌細胞株を IFNγ で刺激し、
RNA から cDNA を調整し、GBP1, GBP2, GBP3, 
GBP4 そして GBP5 の発現を定量的 RT-PCR で
検討した（図２F）。その結果、GBP 欠損 HAP1




細胞では IFNγ 刺激により GBP の発現が強く








程度に、GBP 欠損 HAP1 癌細胞株においても
IFNγ 刺激による原虫の増殖が阻害されること
から、癌細胞株におけるある種の IFNγ 応答
は正常に起きることが示唆された（図２H）。
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図 2　GBP欠損HAP1 癌細胞株の作成と解析
